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The invention relates to a method for producing liposomes containing an active 
agent in the form of at least one physiologically effective and/or diagnostic 
compound by producing a mixture of membrane-forming amphiphiles, dispersing 
the mixture in water and homogenising the dispersion under high pressure until 
the liposomes are formed. The liposomal formulations are obtained by a) 
adjusting the mixture to produce a liposome formulation containing at least 20 wt. 
% lipids; b) adding the active agent to this liposome formulation and c) incubating 
and moving the mixture containing the active agent mechanically until at least 10 
% of the liposomes contain some of the active agent, the temperature being 
regulated in such a way that essentially no phospholipid hydrolysis takes place 
but fusion is increased. The invention also relates to the liposomal formulation 
produced according to this method and to the use of said formulation as a 
diagnostic or therapeutic agent which can optionally also contain other auxiliary 
and support substances and/or stabilisers. Data supplied from the esp@cenet 
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) Verfahren zur Herstellung von liposomalen Wirkstoffformulierungen 
) Zur Herstellung von Liposomen, die als Wirkstoff min- 
destens eine physiologisch wirksame oder/und diagnosti- 
sche Verbindung enthalten, stellt man ein Gemisch von 
membranbildenden Amphiphilen her, dispergiert das Ge- 
misch in Wasser und bildet durch Hochdruckhomogeni- 
sation der Dispersion Liposomen, gibt zu dieser Liposo- 
menzubereitung insbesohdere ein aus Liposomen aufge- 
bautes Gel als Wirkstoff. und inkubiert das den Wirkstoff 
enthaltende Gemisch solange bis hydrophile Wirkstoffe 
entsprechend der Volumenanfejle an waBrigem Medium 
innerhalb und auRerhalb der Liposomen in der Zuberei- 
tung in den Liposomen bzw. zyvischen den Liposomen 
verteilt sind (Gleichgewichtszustend) oder lipophile Ver- 
bindung im Lipidbilayar inkorporiert sind. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
I.iposomcn, die als WirksiolT inindcslens cine physiologisch 
wirksamc oder/und diagnoslischc Verbindung cnthaltcn so- 
wie die nach diesem Verfahren hergestellte Liposomenzube- 
reitung und die Verwendung dieser Liposomenzubereitung 
als diagnostisches oder therapeutisches Mittel. 

Liposomen sind spharische Gebilde, die aus Amphiphilen 
aufgebaut sind. In wassrigen Losungen entstehen die Lipo- 
somen durch Selbstaggregation der Amphiphilen, wobei 
sich cine LipiddoppclschichL bildel, die einen wassrigen In- 
nenraum cinschlieBt. 

In Abhangigkeit von physikalischen Parametern wie 
Druck, Temperatur und lonenkonzeniration sowie der vor- 
handenen Lipide und Zusatzstoffe, bilden sich unilamellare, 
oligolamellare oder multilamellare Liposomen. Die Liposo- 
men konnen abhangig von ihren Bestandteilen eine posiiive 
oder negative Uberschussladung tragen. 

Liposomen konnen auch mit Wirkstoffen bcladcn scin, 
die je nach Lipophilic oder Hydrophilie in der Lipidschicht 
oder im wassrigen Innenraum der Liposomen eingeschlos- 
sen sind. Derartige Liposomen werden in diagnostischen 
Nachweisverfahren oder als therapeulisches Miltel zum 
Transport von Wirkstoffen im Organismus oder als Wirk- 
stoffdcpot verwendet. 

Die Eigenschaften der Liposomen wie beispielsweise ihre 
Stabilitat oder Lagerfahigkeit werden wesentlich durch die 
in der Lipidschicht vorhandenen Substanzen bestimmt. 

Zur Synthese von Liposomen werden membranbildende 
Lipide, wie beispielsweise Phosphatidylcholin, Phosphati- 
dyglycerin, Phosphatidylinositol, Phosphatidylserin und 
Phosphatidylethanolamin, Sphingomyelin, membranbil- 
dende Amphiphile, wie beispielsweise Blockpolymere, Al- 
kylcster, -ether, -amide von Alkoholen, Diolcn und Polyo- 
len, Aminen, Aminosauren, Peptiden und Zuckern und Cho- 
lesterin sowie weitere Stoffe verwendet (vgl. F. Szoka Jr. 
und D. Papahadjopoulos, Comperative Properties and Me- 
thods of Preparation of Lipidvesicles (Liposomes), Ann. 
Rev. Biophys. Bioeng. 1980, 9: 467-508; Liposomes: From 
Physical Strukture To Therapeutic Application (1981), 
Knight, C. G. (ED.), Elsevier, North Holland Biomedical 
Press, Kapitel 2: H. Eibcl, Phospholipidssynthesis, 19-50; 
Kapitel 3: F. Szoka und D. Papahadjopoulos, Liposomes: 
Preparation and Characterization, 51-104). 

Zur Herstellung von Wirkstoffe enthaltende Liposomen 
sind mechanische Verfahren bekannt, bei denen eine die 
Membranbestandteile und Wirkstoffe enthaltende Disper- 
sion durch Einwirkung starker mechanischer Krafte, z. B. 
Hochdruckhomogenisation z. B. miltels einer French-Press 
bchandclt werden. Ein andercs Verfahren basicrt auf dem 
Austausch des organischen Losungsmittels durch wassriges 
Medium oder auf der einfachen Entfernung des in der Di- 
spersion enthaltenen Detergenz, Ein weiteres Verfahren zur 
Liposomenherstellung beruht auf der Veranderung des pH- 
Wertes (vgl. F. Szoka Jr. und D. Papahadjopoulos). 

Aufgrund der Eigenschaften der einzuschlicBcnden Wirk- 
stoffe ist es in vielen Fallen fur die Herstellung von Wirk- 
stoffe enthaltenden Liposomen notwendig, dass die Liposo- 
menbildung und der Einschluss der Wirkstoffe in nur einem 
Verfahrensschritt vollzogen wird. Die Liposomenformation 
und Wirkstoffeinschluss in einem Schritt ist aber oft nicht 
durchfiihrbar bzw. kann verschiedene Nachteile mit sich 
bringen: So kann es z. B. unter den Bedingungen der Hoch- 
druckhomogenisation (French Press, Gaulin . . .) durch die 
Wechselwirkungen zwischen dem Wirkstoff und den einge- 
setzten Lipiden und dem Medium zur Zerstorung des Wirk- 
stoffs, zur Hydrolyse der Lipide oder zu beidem kommen. 



Aus gleichen Griinden ist oft eine Sterilisierung der wirk- 
stoffhaltigen Formulierung nicht m6glich, es werden Lipid- 
hydrolyse und/oder Zerstorung des Wirkstoffs beobachtet. 
Eine alternative SlerilfilLralion zur Sterilisierung ist bci der 
5 Herstellung von Liposomen-Gelen nicht moglich, da dicse 
zu hoch viskos sind. Auch bei Liposomendispersionen ist 
eine Sterilfiltration oft aufgrund der GrbBe der Vesikel nicht 
moglich. 

Des Weiteren ist die Erarbeitung eines bestimmten Lipo- 
10 somen-Gels oder einer Liposomendispersion ohne gleich- 
zeitiges Zusetzen des Wirkstoffs nicht moglich, da Wirk- 
stoffe oft cnlschcidcnd die Formation der Lipidbilayer bc- 
cinflusscn und so auch Einfluss auf die GroBc der entstchen- 
den Vesikel haben konnen. 
is Bedingl durch die apparativen Voraussetzungen bei der 
Liposomenherstellung ist oft die Herstellung einer Mindest- 
menge einer liposomalen Formulierung notwendig, die die 
fur die Uniersuchung der Preparation tatsachlich notwen- 
dige Menge weit iiberschreilel. Dies isi insbesondere dann 
20 von Nachtcil, wenn der fur den Einschluss vcrwcndctc 
Wirkstoff nur in begrenzter Menge zur Verfiigung steht oder 

Somit konnen nur die Wirkstoffe enthaltenden Liposo- 
men auf ihre Charakteristika untersucht werden. Zeigt die so 

25 hergestellte Liposomenpraparation nicht die gewiinschten 
Eigenschaften, so muss diese Preparation einschlieBlich der 
darin enthaltenen kostbaren Wirkstoffe als Gan/.es verwor- 
fen werden. Dies ist insbesondere dann von Nachteil, wenn 
der fur die Einkapselung verwendete Wirkstoff nur in be- 

30 grenzter Menge zur Verf iigung steht oder sehr teuer ist. 

Fur bestimmte Anwendungen von Liposomenzubereitun- 
gen, insbesondere bei einer therapeutischen Anwendung, ist 
es auBerdem erforderlich, die Liposomenpraparation zu ste- 
rilisieren. Im allgemeinen bcdienl man sich dazu der Sterili- 

35 sation durch Autoklaviercn, bei der crhohtc Temperalur- 
und Druckbedingungen auftreten. Besummte in Liposomen 
eingeschlossene Substanzen bewirken jedoch bei erhohtcr 
Temperatur eine Phospholipidhydrolyse, sodass es bei einer 
derartigen Behandlung zur Zersetzung der Liposomenpra- 

40 paration kommt. AuBerdem konnen die Wirkstoffe bei er- 
hohter Temperatur instabil sein und sich beim Autoklavie- 
rcn zersctzen. Somit kann die Sterilisation durch Autokla- 
viercn fur cine derartige Liposomenpraparation nicht ange- 
wendet werden. 

45 Ein weiterer Nachteil bei der Herstellung einer wirkstoff- 
haltigen Liposomenformulierung durch Hochdruckhomoge- 
nisastion ist die mogliche Aerosolbildung, die bei der Ver- 
wendung bestimmter Wirkstoffe eine erhebliche Gefahr- 
dung fur das Bedienungspersonal darstellt. Die erforderli- 

50 chen Sicherhciiivorkchrungcn sind aufwc'ndig und crschwe- 
rcn den Hcrstcllungsprozcss. Dies fiihrt zu einem groBcrcn 
Zeitaufwand, vermehrtem Hinsatz von Arbeitsmitteln und 
einem hoheren Personalaufwand, wodurch die Herstellungs- 
kosten erheblich erhoht werden. 

55 Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe war es so- 
mit, ein Verfahren zur Herstellung von Wirkstoffen enthal- 
tenden Liposomen bcreitzustcllcn, mit dem sterile Liposd- 
menpraparationen kostengiinstig und ohne Gefahrdung des 
Bedienungspersonals bereitgestellt und die Nachteile des 

60 Standes der Technik zumindest teilweise verbessert werden 
konnen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Her- 
stellung von Liposomen, die als Wirkstoff mindestens eine 
physiologisch wirksame oder/und diagnostische Verbindung 
65 enthalten, durch Herstellen eines Gemisches von membran- 
bildenden Amphiphilen, Dispergieren des Gemisches in 
Wasser und Hochdruckhomogenisation der Dispersion bis 
zur Bildung der Liposomen, das dadurch gekennzeichnet ist, 
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dass 

(a) zu einer beliebigen Liposomenzubereitung, vor- 
zugsweise cin Liposomen-Gcl, das mindestcns 
20 Gcw.-% Lipid cnthalt, der Wirkstoff gegcbcn wird 
und 

(b) das den Wirkstoff enlhaltende Gemisch, gegebe- 
nenfalls unter mechanischer Bewegung, solange inku- 
biert wird, bis 

(i) hydrophile Wirkstoffe entsprechend der Vblu- 
menanteile an wasserigem Medium innerhalb und 
auScrhalb der Liposomcn in der Zubcrcitung in 
den Liposomcn bzw. zwischcn den Liposomcn 
verteilt sind (Gleichgewichtszustand) oder 

(ii) lipophile Verbindungen im Lipidbilayer in- 
korporiert sind. 

Hierbei wird die Temperatur so geregelt, dass keine we- 
sentliche Lipidhydrolyse auftritt, die Diffusion der Wirk- 
stoffe iiber den Lipidbilayer bzw. die Aufnahmc in den Bi- 
layer aber gesteigert wird. 

Als Wirkstoffe konnen alle Verbindungen eingesetzt wer- 
den, die unter den gegebenen Bedingungen iiber Lipidbi- 
layer diffundieren (hydrophile Verbindungen) oder in Lipid- 
bilayer inkorporiert werden konnen (lipophile Verbindun- 
gen). 

Es war uberraschend, dass mil dem erfindungsgemaGen 
Verfahren eine fertige Liposomenzubereitung nachtraglich 
mit guten Ausbeuten mit Wirkstoffen beladen werden kann. 
Unerwartet war, dass der Wirkstoff als Feststoff oder in kon- 
zentrierter wassriger Losung zu der fertigen Liposomenzu- 
bereitung zugegeben werden kann und durch Temperaturer- 
hohung und gegebenenfalls durch einfaches mechanisches 
Durchmischen, Riihren oder Schiitleln unier Verwendung 
einer fur dicscn Zwcck gecigncten Vorrichtung, wie z. B. ci- 
nes Horizontalschiittlers, zu guten Einschlussraten des 
Wirkstoffs in die Liposomenzubereitung fuhrt. Ein weiterer 
Vorteil ist die einfache Durchfuhrbarkeit des erfindungsge- 
maGen Verfahrens sowie der geringe apparative und perso- 
nelle Aufwand. Mit dem erfindungsgemaGen Verfahren wird 
auch die Einkapselung von toxischen Stoffen ohne beson- 
dere SicherheitsmaGnahmen und dem Einsatz von aufwen- 
digen Sichcrhcitsvorkchrungcn apparativcr Art moglich. 
Die Gefahrdung des Bedienungspersonals durch Aerosolbil- 
dung ist im erfindungsgemaGen Verfahren im Gegensatz zu 
bekannten Verfahren weitgehend ausgeschlossen. Das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren Fuhrt somit zu einer erheblichen 
Kostenreduzierung und Vereinfachung des Herstellungspro- 
zesses fur Wirkstoffe enthaltende Liposomenzubereitungen. 

In deni erfindungsgemaGen Verfahren konnen alle be- 
kannten Liposomenzubereitungen, wie bcispiclsweise uni- 
lamellare, bilamellare, multilamellare Liposomenzuberei- 
tung oder/und Liposomen mit positiveroder negativer Uber- 
schussladung verwendet werden. 

Als Bestandteile der Lipidschicht der Liposomen konnen 
alle fur diesen Zweck geeigneten membranbildenden Am- 
phiphile sowic wcitcrc Stoffe verwendet werden, wic bei- 
spielsweise Phosphatidylcholin, Phosphatidylglycerin, 
Phosphatidylinositol, Phosphatidylserin, Phosphatidyletha- 
nolamin, Sphingomyelin, Cholesterin, gesattigte und unge- 
sattigte Fettsauren, membranbildende Amphiphile, wie bei- 
spielsweise Blockpolymere, Alkylester, -ether, -amide von 
Alkoholen, Diolen, Polyolen, Aininen, Aminosauren, Pepli- 
den und Zuckern sowie weilere Sloffe, die sich in einer 
wassrigen Umgebung in der Lipidschicht anordnen. Gege- 
benenfalls konnen organische oder anorganische Salze so- 
wie Sauren oder Basen zur Einstellung des pH-Wertes und 
des osmotischen Drucks in der Liposomenzubereitung ge- 
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lost sein. Insbesondere bei Verwendung der nach dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren hergestellten Liposomenzuberei- 
tung filr medizinische Zwecke, wie beispielsweise Injektion 
oder Einbringen der crfindungsgctnaBen Liposomenzubcrci- 

5 lung in Korperhohlen werden slerilc Losungen und Substan- 
zen sowie Wasser nach Deutschem Arzneibucl) ("Wasser fur 
Injekiionszwecke") verwendet. Die Liposomenzubereitung 
kann vor der Inkubation mil dem Wirkstoff durch geeignete 
Methoden sterilisiert werden, wie beispielsweise autokla- 

10 vieren. 

Die Liposomen der Liposomenzubereitung konnen 
klcinc, mittlerc oder groBe Durchmesscr aufweiscn, vor- 
zugsweisc wird cine Liposomenzubereitung mil Liposomcn 
mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 10 bis 

15 400 nm verwendet. 

Die Liposomenzubereitung kann eine Liposomen enthal- 
tende Dispersion sein, vorzugsweise wird ein aus Liposo- 
men aufgebautes Gel verwendet. 
Fur das erfindungsgemaGe Verfahren konnen polare wie 

20 unpolare Substanzcn, diagnostisch und thcrapcutisch wirk- 
same Substanzen verwendet werden, die aufgrumj ihrer Dif- 
fusionseigenschaften in der Lage sind, (langsair,) i n oder 
iiber den Lipidbilayer zu diffundieren. Beispiele, :;ind z. B. 
Zytostatika, Antibiotika, Koniraslmittel. Es kann ein einzi- 

25 ger Wirkstoff eingeschlossen werden oder auch eine Mehr- 
zahl davon. Der Einschluss kann im Innenraum dw Liposo- 
men oder/und in tier Membran oder/und zwischr'i Mem- 
branschichten erfolgen. Alle diese Einschlussartei werden 
zusammenfassend als Inkorporation bezeichnet. 

30 In einer bevorzuglen Ausfiihrungsform wird als tlwrapeu- 
lischer Wirkstoff Gemcitabine, Vindesine, Amphotericin B 
oder/und Amhracycline, insbesondere Doxorubici i, ver- 
wendet. Als in der Forschung eingeseizier Fluoreszerizfarb- 
sloff wird vor/.ugsweise Calcein verwendel. : 

35 Die Verfahrcnsbcdingungen werden an die jeweii;i vcr- 
wendele Liposomenzubereiiung und den verwei'ideten 
Wirkstoff angepasst, urn die gewunschte Aufnahnii des 
Wirkstoffs in die Liposomenzubereiiung zu erhalten. Die 
Aufnahmegeschwindigkeit und Einschlusseffizienz ' des 

40 Wirkstoffs in die Liposomenzubereiiung werden dure;: die 
Diffusionseigenschaften des Wirkstoffs und die Liposcmen- 
charakLerislika beeinflussl. 

Die Diffusionseigenschaften des Wirkstoffs sind : *ie- 
dcrum abhangig von Paramelern, wie beispielsweise Mdlge- 

45 wicht, Ol- Wasser- Koeffizient oder Protonierungsgrad. 

Die Liposomencharakteristika werden bestimmt dir;ch 
Parameter, wie beispielsweise Art und Gehalt der memb.t jji- 
bildenden Amphiphilen, Gehalt an Cholesterin, und d:m 
Gehalt und der Art von zusatzlichen Stoffen in der Lipid- 

50 schicht. Insbesondere das maximale Verhaltnis von was ,.ri- 
ger Phase in den Liposomen zu wassriger Phase auGerljUb 
der Liposomen sowie Vorliegen der Liposomen in einer 1 , i- 
posomendispersion oder in einem Liposomengel bestimni -:u 
die Einschlusseffizienz. , - ! ■■' 

55 Alle fur das Verfahren relevanten Parameter werden op i- 
mal aufeinander abgesiimmt. Insbesondere die TemperaHr 
wird so eingcstcllt, dass die Diffusion des Wirkstoffs in e'e 
Liposomen gesteigert wird, ohne dass es zu einer wesentii- 
chen Phospholipidhydrolyse kommt. Vorzugsweise wird d' ; s 

«o den Wirkstoff enthaliende Gemisch bei einer Temperati,!- 
von 30 bis 80°C, mehr bevorzugt von 50-70°C und am mei- 
sten bevorzugt um etwa 60°C inkubiert. 

Inkubationstemperalur und Inkubationszeil hangen vor - 
einander ah, d. h. bei Erhcihung der Inkubalionsleniperdtiii 

65 kann die Inkubationszeil vermindert werden, will man den 
gleichen Einschlussgrad wie bei verminderter Inkubations- 
temperalur erhalten. 
Die einzelnen Komponenten werden solange inkubiert. 
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bis die maximale Aufnahme erreichl ist (Gleichgewichtszu- 
stand bei hydrophilen Verbindungen, nahezu vollstandige 
Aufnahme bei lipophilen Verbindungen). Bei einer nichi 
vollsliindigcn Aufnahitie des Wirksloffs in die Liposomen 
dcs Gels befindct sich somit ein Tbil des Wirksloffs in den 
Liposomen und der iibrige zu der Liposomenzubereitung 
zugegebene Wirksloff auBerhalb der Liposomen in der Sus- 
pension oder dem Gel. Ein so hergestellies Liposomen-Gel 
kann den Wirkstoff in verzogerter Weise iiber einen lange- 
ren Zeitraum abgeben, wobei eine gute Retardwirkung da- 
durch erreicht wird, dass ein Wirkstoff, urn das Liposomen- 
gel zu vcrlassen, viclfach aus einzclnen Liposomen heraus- 
diffundicrcn und wiedcrum in Liposomen hincindiffundic- 
ren muss, da die Liposomen sehr dicht gepackt sind. Ande- 
rerseits kann bei auf die erfindungsgemafie Weise hergestell- 
ten Liposomendispersionen der nicht in die Liposomen ein- 
geschlossene Wirkstoff rasch zur Wirkung gelangen (Initial- 
dosis), wahrend der eingeschlossene Anteil verzogert frei- 
gesetzt und wirksam wird. Altemativ wird der nicht inkor- 
poricne Toil dcs Wirkstoffs aus der Liposomenzubereitung 
abgetrennt, wenn freier Wirkstoff nicht erwiinscht ist. Vor- 
zugsweise wird ein erfindungsgemaB hergestelltes Wirk- 
stoffe enthaltendes Liposomengel fiir medizinische Appli- 
kationen verwendet. 

Wie oben beschrieben, hangt die Aufnahmegeschwindig- 
keit und Einschlusseffizienz unter anderem von den Eigen- 
schaflen des Wirksloffs ab. Lipophile Wirkstoffe werden 
von den Liposomen im wesentlichen in der Lipidschicht 
eingeschlossen, wogegen hydrophite Wirkstoffe im wesent- 
lichen in dem wassrigen Innenraum der Liposomen einge- 
schlossen werden. Lipophile Wirkstoffe zeigen sehr hohe 
Einschlussraten. Sie konnen mit einer Einschlussrate von 
bis zu 100% in Liposomen inkorporiert werden. Vorzugs- 
weise wird das Gernisch inkubiert, bis der lipophile Wirk- 
sl m! vollsl indig ii 1k I ipo onicniriembran aufger 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Liposo- 
menzubereitung, erhalten bzw. erhaltlich nach einem wie 
oben beschriebenen Verfahren. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Ver- 
wendung einer Liposomenzubereitung, erhalten bzw. erhalt- 
lich nach einem wie oben beschriebenen Verfahren als dia- 
gnostisches oder therapeutisches Miltel, das gegebencnfalls 
weitere Hilfs-, Tragerstoffe oder/und Stabilisatoren enthalt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Liposo- 
menzubereitung, erhalten bzw. erhaltlich durch Redispergie- 
ren der Liposomen durch schrittweise Zugabe von wassri- 
gem Medium zu dem die Liposomen enthaltenden Gel. Die 
so erhaltene Formulierung kann systemisch, beispielsweise 
durch i. v. Injcktion applizicrt werden. 

Die folgcndcn Beispiclc sollcn die Erfindung wcitcr cr- 
lautern. 



Beispiel 1 

Ein Liposomengel, das als Wirkkomponente das Zytosta- 
tikum Gemcitabine enthalt, kann nicht autoklaviert werden, 
da dieses Antitumormittel die Hydrolyse der Phospholipide ( 
beschleunigt, was unter Standardbedingungen wahrend des 
Autoklavierens zu einem vollstandigem Phospholipidabbau 
fiihrl. Die Anforderung der Keimfreiheit fiir Arzneimitlel 
zur parenteralen Anwendung kann nur durch nachlragliches 
Einbringen des Wirkstoffes in das Liposomengel erreicht < 
werden. Hierzu werden das Liposomengel und eine hoch- 
konzentrierte, gepufferte Gemcitabine-Losung getrennt au- 
toklaviert und anschlieBend unter aseptischen Bedingungen 



zusammengebracht. Nach vierstilndiger Inkubation bei 
60°G wird eine Schlusseffizienz von iiber 30% erreichl 
(Gleichgewicht). 
Diese Zubereilung eignel sich zur dircklen Inslallalion in 
5 die Bauchhohlc bei Ovarial-CA, zur Blasenspiilung bei Bla- 
sen-CA sowie zur intratumoralen Applikation. 

Beispiel 2 

to Das Zytostatikum Vindesine ist hochwirksam und wird in 
der Klinik in niedrigen Gesamtdosen eingesetzt. Wird der 
Wirkstoff mittcls der hcrkommlichcn Tcchnik der Liposo- 
mcngclherstcllung bcrcils wahrend der Hochdruckhomogc- 
nisation eingeschlossen, sind strenge SicherheitsmaBnah- 

15 men zu treffen, um eine Inhalation entstehender Aerosole 
und mogliche Spatschaden des Bedienungspersonals zu ver- 
hindem. Das nachtragliche Einbringen der Substanz ver- 
mindert die Aerosolbildung wesenilich und vermindert so- 
mit das Arbeitsrisiko bedeutend. Die Herstellung erfolgt 

20 entsprechend Beispiel 1 . 

Auch diese Formulierung kann lokal zur Behandlung von 
Lungen-CAs eingesetzt werden. 

Beispiel 3 

25 

Der Fluoreszenzmarker Galcein wird haufig in der Grund- 
lagenforschung eingeseizt. Er isl nichl auloklavierbar, so 
dass sterile Calcein-Liposomengele nur durch nachtragli- 
chen Calcein-Zusaiz, hergestelll werden konnen. Die Her- 
3i) stellung erfolgi entsprechend Beispiel 1 nach Sterilfiltration 
der Calcein-Losung. Mitlels dieser Zubereilung lassen sich 
Freiseizungs- und Veneilungsversuche, z. B. in der Mikro- 
biologie durchfuhren. 

35 Beispiel 4 

Das Verfahren eignet sich grundsatzlich auch zur Verkap- 
selung von lipophilen Substanzen, die nicht in das wasserige 
Kompartiment, sondern in den Liposomenlayer einge- 
40 schlossen werden. Hierzu wird das Antibiotikum Amphote- 
ricin B als Feslsubstanz dem Liposomengel zugesetzt und 
anschlieBend bei 50 W fur 3 Slundcn unter Schuttcln inku- 
biert. Die Einschlusseffizienz betragt 95%. 

45 Patentanspruche 

1 , Verfahren zur Herstellung von Liposomen, die als 
Wirkstoff mindestens eine physiologisch wirksame 
oder/und diagnoslische Verbindung enlhalten, durch 

50 Hcrstcllcn cincs Gcmischcs von mcmbranbildcndcn 
Amphiphilcn, Dispcrgiercn dcs (Jcmischcs in Wasscr 
und Hochdruckhomogenisalion der Dispersion bis zur 
Bildung der Liposomen, dadurch gekennzeichnet, 

55 (a) zu einer Liposomenzubereitung der Wirkstoff 

gegeben wird und 

(b) das den Wirkstoff cnthaltcndc Gernisch so- 
lange inkubiert wird, bis 

(i) hydrophile Wirkstoffe entsprechend der 
Volumenanteile an wasserigem Medium in- 
nerhalb und auBerhalb der Liposomen in der 
Zubereitung in den Liposomen bzw. zwi- 
schen den Liposomen verleilt sind (Gleich- 
gewichtszustand) oder 

(ii) lipophile Verbindungen im Lipidbilayer 
inkorporiert sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass als Lipid enthaltende Liposomenzubereitung 
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ein aus Liposomen aufgebauies Gel verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
nel, dass ein Liposomengel rail mindestens 20 Gew.-% 
Lipidgehall verwendet wird. 

4. Verfahren nach cincm der Anspriiche 1 bis 3, da- 5 
durch gekennzeichnet, dass die Inkubalion unter me- 
chanischer Bewegung erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass als therapeutischer 
Wirkstoff Gemcitabine, Vindesine, Amphotericin B, 10 
cis-Platin oder/und Anthrazykline, insbesondere Doxo- 
rubicin, verwendel wird. 

6. Verfahren nach cincm der Anspriichc 1 odcr 2, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Fluoreszenzfarbstoff 
Calcein verwendet wird. 15 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass das den Wirkstoff 
enthaltende Gemisch bei einer Temperatur von 30 bis 
80°C, vorzugsweise von 50 bis 70°C, am meisten be- 
vorzugt bei 60°C inkubicrt wird. 20 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch inku- 
biert wird, bis ein Gleichgewicht vorliegt zwischen 
freier Verbindung und in die Liposomen aufgenomme- 
ner Verbindung. 25 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Gemisch inkuhierl 
wird, bis 20 bis 80%, bei lipophilen Verbindungen vor- 
zugsweise > 95% des in dem Gel oder der Suspension 
enthaltenen Wirkstoffs in den Liposomen vorliegt. 30 

10. Liposomenzubereitung, erhaltlich nach einem Ver- 
fahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 9. 

11. Verwendung einer Liposomenzubereitung, erhalt- 
lich nach einem Verfahren gemaB einem der Anspriiche 

1 bis 9 als diagnostisches odcr therapcutisches Mittcl, 35 
das gegebenenfalls weitere Hilfs-, Tragerstoffe oder/ 
und Stabilisatoren enthalt. 



